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Tuberkuléza - Gvod, duvod

* tuberkuléza (TB) — nakazlivé bakterialni onemocnéni
zplsobené Mycobacterium tuberculosis (Mbt) e A
* hlavni pfiCina umrti spojena s TB-MDR a koinfekci s HIV , : T8

= tuberkuléza

8 TBI = tuberkuldzni

* tuberkulézni infekce (TBI) - dfive nazyvana latentni tuberkul6za infekce

* Y4 celosvétoveé populace

Vyvoj tuberkulézy v Ceské republice, 1989-2024
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* CR patfi dlouhodobé& mezi zemé s nejniz&im vyskytem TB = S E—
* 2010 ukong&eno plo3né ogkovani novorozencd I
* situace v CR dle UZIS (za rok 2025):

* 429 novych pripadl (15 déti)

* 15 amrti

* 24 pfipadl MDR-TB
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* situace ve sveté dle WHO (za rok 2024):
* 10,7 mil. novych onemocnéni TB (1,3 mil déti)
* 1,23 mil. amrti
* 390 tis. novych pripadl rifampicin-rezistentni TB

WHO Global tuberculosis report 2025, UzIS CR



Tuberkuldéza - incidence v roce 2024

Incidence per 100 000
population per year
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o Infekéni aerosoly < j Inhalace
s M. tuberculosis -

* a priinik do plic
(pfi kasli, kychani,

) mluveni) /

-------

Fagocytoza 2 —-—
alveolarnimi makrofagy Plice d
Alveolus
| Alveolarni
\ makrofag
“\

M. tuberculosis

o Intracelularni prezivani
a mnozeni

M. tuberculosis
preZiva a mno#i se
v makrofagu

o®® - ¢
l e © @ Cytokiny a chemokiny

e Rozvoj bunééné
imunitni odpovédi
'} T-lymfocyt
o © — (Th1)
: </Aktivace makrofagti
P Yy
P

Epiteloidni buriky
Makrofagy

.l Lymfocyty

M. tuberculosis
(v granulomu)

VS D S -
s
Qotreny
TB infekce Reaktivace Aktivni TB
(TBI, LTBI) (pfi oslabeni imunity) onemocnéni

+ Kontrola infekce + Obnovené mnozeni = MnoZeni bakterii
+ Bez piiznaki « Mozny rozvoj » Nekréza, kavitace
+ Neni infekéni onemocnéni « Infekéni pro okoli

Tuberkul6za — mechanizmus
infekce

*infekce se Sifi kapénkami, komunitni Sifeni

*vdechnutim kapének se bakterie dostanou do plic
(alveol()

* Mbt fagocytovana alveolarnimi makrofagy, kde mohou
prezivat

e aktivace imunitni odpovédi (cytokiny, Thl odpovéd) a
tvorba granulom( (epiteloidni buriky, lymfocyty,
makrofagy)

= TBI

*rozpad granulom(l — nekréza a kavitace

*dalsi Sifeni - primarné plice, ale mohou se Sifit do dalSich
tkani a organu

=>1TB

Jen 5-10% TBI progreduje do TB, typicky do 1-3 let!!!

Obrazky: MS Copilot Chat



Tuberkuléza - diagnostika

Aktivni tuberkul6za (onemocnéni) Latentni tuberkulozni infekce (TBI)
Cilem diagnostiky je prokazat pfitomnost M. tuberculosis Cilem diagnostiky je zjistit, zda se osoba setkala s M. tuberculosis
v organismu a posoudit rozsah onemocnéni. (bez zndmek aktivniho onemocnéni).
M. tuberculosis
Klinické podezfeni : o Klinické podezieni Infekce bez
aktivniho

« piiznaky: kasel > 2-3 tydny, horecky, noéni poceni,

; S « asymptomaticka forma (vétSinou bez pfiznakii)
Ubytek hmotnosti, Unava

onemocnéni
« rizikové faktory: kontakt s TB, plivod z vysoce %

+ rizikové faktory: kontakt s TB, imunosuprese, rizikovych zemi, imunosuprese, planovand biologjck lécba

cestovani do endemickych oblasti

o Zakladni vy3etieni o Imunologické testy (prokazani senzibilizace)
. IGRA (interferon-gamma release assay) TST (tuberkulinovy koZni test)
« QuantiFERON-TB Gold Plus (EL‘WChLlA] . intradermélnfaplikace tuberkulinu
« T-SPOT.TB (ELISPOT) . [wgnoceni p5° 48-72 hodindch
o' : - L o indurace = 5 mm pozitivni,
= y A s « méfi IFN-y po stimulaci specifickymi e :
MlkrObIch'gle Zobrazovaci metody Laboratorn' testy antlgeny VEKSJAT 6 CFP- 10DTB? ?;W‘ dle "ZlkWYCh SkuDln)
. AEB v natéru * RTG hrudniku « CRP,FW
(Ziehl-Neelsen, LED) (infiltraty, kaverny, « krevni obraz //_ Indurace
« kultivace (nejvyssi uzliny) « jaterni testy — = ?sm‘":l ’
senzitivita) » CT (nejasné nélezy, (pfed lécbou) ’_>< -
+ NAAT/PCR komplikace) O
(rychla diagnostika,
detekce rezistence) o o
nierpretace
o Dalsi vy3etfeni (podle situace) ‘ =
« bronchoskopie s BAL (pfi negativnich vzorcich) ‘ P021t|anIGRAI T',‘;T Negativni IGRA /TST
= biopsie (extrapulmonélni forma) * pravdépodobna TBI « infekce nepravdépodobna

(ne vidy znamend, Ze se infekce

* testy na HIV & jwme homorbidity jisté stala; maze byt zkfizend reaktivita)

¢ uimunokompromitovanych
mizZe byt faleéné negativni

Pozitivni IGRA nebo TST svédc¢i pro imunologickou senzibilizaci vici Mtb, ale samy o
sobé nerozliSi infekci od aktivniho onemocnéni.

Obrazky: ChatGPT



Role T lymfocyti a cytokinl ve formovani a Gdrzbé

granulom . _ , P
ozliseni spici TBI od probouzejici se TB je nezbytné pro podani cilené IéCby a

zastaveni procesu

@” Solid @ I@ Ly
1 f granuloma IFN-; THF
T

gf;ﬁﬁijnfa @/"
o, [T ]

¢ &

| Suppression |

*potfeba nového laboratorniho testu zejména pro zranitelné skupiny jako jsou déti,
imunokompromitované osob a pacienti na biologické |éché

Kaufmann SH. Novel tuberculosis vaccination strategies based on understanding the immune response. J Intern Med. 2010 Apr;267(4):337-53.



Flow TB assay - studie 2024 - 2025

Novy metoda pro rozliSeni mezi TB a TBI zaloZzena na pritokové cytometrii, kterd méri
produkci intracelularnich cytokin® (IL-2, IL-10, IFNy, TNFa) v CD4+ a CD8+ T lymfocytech
u jedinct infikovanych Mbt s pozitivnim IGRA testem stratifikovanym podle véku, typu

onemocnéni a komorbidity

Design studie - pribéh a rozdéleni pacientu

3L 118
'.‘ pacientt s potvrzenou TB nebo TBI
\ 2
Stratifikace podle véku a diagnézy
EaER
33 25 | 28 21 11
Détis TB Déti s TBI Dospéli s TB DospélisTBI | 'm"';;;';;";',;fg";';‘;"a"'

 — | “ l I J
sl TR e

T

I Statistické hodnoceni
i I Primarni analyza: TB vs. TBI u déti a dospélych



Flow TB assay

Stanoveni intracelularnich cytokinl pomoci pritokové cytometrie

. Odbér plné krve |
M etOd I ka e Krev se odebere do zkumavek
QuantiFERON-TB Gold Plus
(Nil, TB1, TB2, MIT) s antigeny u

(ESAT-6, CFP-10). Nil 81 T8B2 Mitogen
514 1z (kontrola) (CD4+ odpovéd) (CD8+ odpovéd)  (pozitivni kontrola)
ShTE hazd mhugayecin o ESAT-6, CFP-10  ESAT-6, CFP-10
250 pl pIné krve (heparinizované). L ]
250 pl krve do kaidé zkumavky
\ 4
Inkubace s antigeny
o Zkumavky se inkubuji 24 hodin
pfi 37 °C.
e '_ 4+ Brefeldin A R,
Pfidani Brefeldin A , BrefeldinA
J zastavi sekreci cytokind
* Po 24 hodinéch se do zkumavek pfida 1 z aktivovanych bungk,
Brefeldin A (finalni koncentrace 10 pg/ml). ;Th"C co? umozni jejich
e Dalsi inkubace 4 hodiny pfi 37 °C. intracelularnf detekci.
A4 T-ymfocyt (CD3
z e 2 po syt'ir:lnu'i’acciy;ngtigen;) Intraceluldrni cytokiny a navazané fluorochromy
Fixace, permeabilizace a barveni o @ Ny - FITC
- oo +
* Pro dalsi zpracovani se pouziji soupravy @ L2 - PE-Cy7
anavod.y vyrob-ce Beckman Coulter: el S DBt @ TNF-a - PE
- PerFix-nc Kit -V, Y @ 110 - eFluor 660
- DURACIone IF T Cell Activation 5 \ T - TS
o s pridanim protilitky anti-IL-10/eFluor 660. ol ® /’ ; g ‘E:;Lewa:a:;z;;e ol
® Barveni povrchovych a intracelularnich @ h " ”X/ D 2
markerdl (napf. CD3+, CD4+, CD8+, IFN-y, s @ 4+ - Pacific Blue (PB)
IL-2, TNF-q, IL-10). "‘;;f;kﬁ'n;m' @ D8+ - AF700

\ 4
Méfeni na pritokovém cytometru

* Vzorky se méfi na pfistroji
Beckman Coulter DxFlex.

® Sbird se minimalné 30 000 CD3+
T lymfocytil na vzorek.

CD4+ T lymfocyty CD8+ T lymfocyty

CD4+ (PB) CD8+ (AF700)

£
T
T
3
&

TNF-a (PE)

DxFlex

DxFlex
(Beckman Coulter)

4

- Priklad vysledku (gating na CD3+ T lymfocyty)

VySIedek Nil Mitogen

. Vyhodnocuje se procento CD4+ a CD8+ (negativni kontrola) TB1 TB2 (pozitivni kentrola)
T lymfocytti obsahujici konkrétni cytokin " 00a%| _ 07| 035%| [115%
po stimulaci antigeny v TB1 nebo TB2 zkumavce & I e [ |
po odecteni negativni kentroly Nil. = o v L £

- . H * Absolutni pocty bunék se dopoditavaji i d i J § E
Obrazky. MS COpI lot Chat z absolutniho poctu lymfocytl zmérenych
CD4+ (PB) CD4+ (PB) CD4+ (PB) CD4+ (PB)

pomoci Flow-Count Fluorospheres.



Flow TB assay — analyza a statistika

Eirst fwo gates for all tubes
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SSC-A

TNFa PE
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Single cells

IFNg FITC

IFNg FITC

IFNg FITC

coare
3010

IL-2 PE-Cy7 CDB APC AT00

IL-2 PE-Cy7

IL2 PE-Cy7 CDB APC A700

IL-2 PE-Cy7

coa
53.40

CD4 PB450

IFNg FITC

om

o

IFNg FITC

35

IFNg FITC

= E g Wilcoxon
c « 2 k=1 . Median (Min-Max Ranges) I Kruskal- | p-Value | p-Value | p-Value
2| 3| @ | Cytokine(s) (cells/pl) Wallis NI vs. NI vs. TBI vs.
® E| © 3| produced W . . .
al =+ T’easla . TBI TB B
7] 2 p-
NI TBI B
TNFa 0.025 (0.000-0.643) 2.213 (0.000-6.021) 0.416 (0.000-11.917) 0.0093 0.0032 0.3715 0.7495
s IFNy 0.054 (0.000-4.586) 0.026 (0.000-4.386) 0.008 (0.000-0.050) 02144 - - -
~ a IL-2 0.000 (0.000-0.096) 0.005 (0.000-0-024) 0.000 (0.000-0.028) 07278 - - -
E-,' () TNFallFNy 0.003 (0.000-2.546) 0.020 (0.000-2.635) 0.000 (0.000-0.037) 02315 - - -
[= IL-2/IFNy 0.003 (0.000-2.148) 0.000 (0.000-2.604) 0.000 (0.000-0.227) 0.6815 - - -
2 TNFa 0.022 (0.000-0.985) 0.250 (0.000-2.848) 0.078 (0.000-10.306) 0.3049 - - -
=) % IFNy 0.017 (0.000-2.498) 0.016 (0.000-3.066) 0.007 (0.000-0.063) 0.2709 - - -
t o IL-2 0.008 (0.000-0.194) 0.000 (0.000-0.296) 0.000 (0.000-0.174) 0.5216 - - -
(§) TNFallFNy 0.003 (0.000-0.444) 0.004 (0.000-0.021) 0.000 (0.000-0.016) 0.0353 0.9964 0.0312 0.0930
IL-2/IFNy 0.000 (0.000-0-643) 0.000 (0.000-0.065) 0.000 (0.000-0.016) 0.6416 - - -
TNFa 0.016 (0.000-6.587) 1.294 (0.000-8.077) 0.420 (0.000-9.664) 0.2312 - - -
;r IFNy 0.012 (0.000-5.852) 0.036 (0.000-1.135) 0.009 (0.000-0.028) 0.6421 - - -
~ 0O IL-2 0.000 (0.000-0.064) 0.000 (0.000-0.080) 0.012 (0.000-0.093) 0.0234 0.5773 0.0973 0.0553
= g o TNFal/lFNy 0.002 (0.000-3.378) 0.012 (0.000-0.350) 0.000 (0.000-0.084) 0.5707 - - -
% = IL-2/IFNy 0.002 (0.000-3.378) 0.005 (0.000-0.335) 0.000 (0.000-0.385) 0.9384 - - -
< 8 TNFa 0.028 (0.000-15.655) 0.061 (0.000-7.805) 0.064 (0.000-15.446) 0.8869 - - -
E & IFNy 0.007 (0.000-3.117) 0.004 (0.000-0.736) 0.000 (0.000-0.141) 03907 - - -
(=) IL-2 0.007 (0.000-0.407) 0.000 (0.000-0.165) 0.023 (0.000-0.139) 0.6244 - - -
(8] TNFallFNy 0.000 (0.000-0.557) 0.002 (0.000-0.006) 0.000 (0.000-0.043) 0.7336 - - -
IL-2/IFNy 0.000 (0.000-0.997) 0.000 (0.000-0.035) 0.000 (0.000-0.014) 0.6503 - - -
TNFa 47.811 (23.746-101.462) | 75.519 (43.666-121.442) | 56.602 (33.967-178.149) 01591 - - -
+ﬁ‘ IFNy 5.458 (2.179-11.781) 9.400 (2.315-19.390) 5.935 (2.286-16.063) 0.1573 - - -
= a L2 2.482 (0.874-4.483) 2.534 (1.355-4.825) 1.482 (0.484-5.577) 0.0607 - - -
E (3] TNFal/lFNy 5.673 (2.105-15.191) 10.448 (2.301-18.913) 5.825 (2.291-16.427) 0.1767 - - -
= IL-2/IFNy 10.326 (0.238-18.207) 18.150 (0.452-34.388) 9.603 (6.417-27.350) 0.0533 - - -
o TNFa 22,585 (12.015-66.958) 32.657 (9.676-42.096) 31.216 (11.932-59.610) 0.9424 - - -
E b IFNy 6.353 (2.329-27.534) 8.179 (1.146-25.654) 5.882 (2.649-14.702) 0.3219 - - -
a IL-2 0.258 (0.081-1.738) 0.194 (0.035-0.915) 0.413 (0.000-1.753) 0.2300 - - -
(3] TNFal/lFNy 0.590 (0.098-12.247) 0.620 (0.287-1.186) 0.347 (0.132-1.270) 0.1131 - - -
IL-2/IFNy 0.419 (0.089-3.092) 0.400 (0.017-0.853) 0.446 (0.054-2.692) 0.8520 - - -
TNFa 0.022 (0.000-0.548) 1.163 (0.183-8.199) 2.648 (0,537-10,319) <0.0001 0.0022 <0.0001 0.5682
;r IFNy 0.000 (0.000-5.200) 0.061 (0.000-3.738) 0.034 (0.000-9.877) 0.2463 - - -
~ 0O IL-2 0.007 (0.000-0.078) 0.009 (0.000-0.192) 0.040 (0.000-0.126) 0.0162 0.9362 0.0288 0.0855
E. (§) TNFal/lFNy 0.000 (0.000-0.477) 0.047 (0.009-3.503) 0.036 (0.000-7.679) 0.0324 0.0323 0.1525 0.7534
= IL-2/IFNy 0.000 (0.000-0.048) 0.012 (0.000-0.404) 0.042 (0.000-1.114) 0.0058 0.0891 0.0067 0.6033
B TNFa 0.000 (0.000-0.549) 0.176 (0.046-1.888) 1.059 (0.128-4.113) <0.0001 0.0222 0.0002 0.0807
2l & IFNy 0.000 (0.000-2.395) 0.041 (0.004-2.255) 0.000 (0.000-3.675) 0.0751 - - -
= a IL-2 0.000 (0.000-0.127) 0.000 (0.000-0.005) 0.017 (0.000-0.063) 0.0484 0.1513 0.8782 0.0367
(8] TNFal/lFNy 0.000 (0.000-0.226) 0.009 (0.000-3.029) 0.000 (0.000-3.023) 0.2050 - - -
IL-2/IFNy 0.000 (0.000-0.060) 0.000 (0.000-0.214) 0.006 (0.000-0.549) 0.4073 - - -
TNFa 0.024 (0.000-0.702) 1.887 (0.185-7.557) 3.082 (0.875-9.828) <0.0001 0.0014 <0.0001 05307
& IFNy 0.000 (0.000-0.312) 0.000 (0.000-0.326) 0.015 (0.000-9.052) 0.2004 - - -
c a o IL-2 0.000 (0.000-0.024) 0.023 (0.000-0.212) 0.051 (0.000-0.213) 0.0012 0.1965 0.0013 0.1894
‘I_) m (§) TNFallFNy 0.000 (0.000-0.052) 0.000 (0.000-0.096) 0.059 (0.000-7.092) 0.0057 0.5479 0.0056 0.1935
E = IL-2/IFNy 0.000 (0.000-0.026) 0.000 (0.000-0.077) 0.036 (0.000-1.164) 0.0080 0.6461 0.0086 0.1776
E 3 TNFa 0.032 (0.000-0.844) 0.485 (0.149-4.936) 1.149 (0.000-10.714) 0.0003 0.0128 0.0009 0.2954
o 'Z_S % IFNy 0.000 (0.000-0.042) 0.000 (0.000-0.104) 0.000 (0.000-3.407) 0.1218 - - -
~ 0o IL-2 0.010 (0.000-0.058) 0.003 (0.000-0.040) 0.013 (0.000-0.036) 0.7995 - - -
(8] TNFal/lFNy 0.000 (0.000-0.006) 0.000 (0.000-0.023) 0.009 (0.000-2.602) 0.0161 0.5725 0.0210 0.2611
IL-2/IFNy 0.000 (0.000-0.009) 0.000 (0.000-0.004) 0.000 (0.000-0.411) 0.5121 - - -
TNFa 90.641 (41.112-177.240) 66.351 (33.039-106.653) 88.654 (41.877-162.707) 0.3914 - - -
"‘q, IFNy 5.762 (1.728-30.644) 7.646 (2.904-14.483) 9.167 (2.841-31.173) 0.1640 - - -
= [a] IL-2 1.949 (0.656-9.942) 1.225 (0.814-3.318) 1.130 (0.505-3.953) 0.1453 - - -
S| O TNFallFNy 6.958 (1.603-26.436) 7.793 (2.406-16.722) 8038 (2.909-33.044) 0.4825 - - -
a IL-2/IFNy 0.853 (0.091-2.178) 0.918 (0.258-19.916) 0.726 (0.296-12.949) 0.9671 - - -
E-] TNFa 45.959 (14.544-68.945) | 30517 (16.348-87.296) | 50.841 (12.165-87.174) 03704 - - -
|=_’ a IFNy 4.904 (1.367-18.861) 8.158 (4.154-24.938) 10.653 (3.466-19.099) 0.3810 - - -
~ a IL-2 0.349 (0.050-1.498) 0.118 (0.000-0.455) 0.276 (0.041-1.879) 0.2170 - - -
(3] TNFallFNy 5.708 (2.242-17.386) 7.650 (0.723-22.274) 9.538 (0.156-20.828) 0.6994 - - -
IL-2/IFNy 0.527 (0.027-1.567) 0.332 (0.149-3.371) 0.415 (0.123-3.682) 0.9733 - - -




Flow TB assay — vysledky

Statisticky vyznamné rozdily mezi TB a TBI
Populac

Skupina Cytokin e Stimulace p-hodnota
Dé&ti TNF-o CD8* TB1 0,055
Dé&ti TNF-a CD8+ TB2 0,038
| Dospéli IL-10 CD4+ TB1 0,040
| Dospéli IL-10 CD4+ TB2 0,002
| Dospéli IL-2 CD4+ TB2 0,040
| Dospéli TNF-a CD8+ TB1 0,052
Porovnani imunokompromitovanych a imunokompetentnich s TBI

) Imunokompromitovani  IL-2 CD4+ TB1 0,018
Imunokompromitovani TNF-a CD4+ TB1 0,012
) Imunokompromitovani  TNF-a CD8* TB1 0,008

* Prokadzana méneé bunék s IL-2 a TNF-a oproti imunokompetentnim dospélym.
 Vysledky potvrzuji oslabenou antigenné specifickou imunitni odpoved.

* Interpretace je omezena malym poctem pacientll a absenci aktivni TB ve skupiné.



Flow TB assay - zavéry

Neexistuje jeden univerzalni cytokinovy marker schopny spolehlivé odliSit
TBIl od TB.

RozliSovaci markery jsou zavislé na véku:
» déti: TNF-a v CD8+ T lymfocytech
e dospéli: IL-10 a IL-2 v CD4+ T lymfocytech

« multivariabilni model poskytl podstatné lepsi rozliSeni u dospélych nez
jednotlivé cytokiny:

« AUC 0,730 (prijatelna diskriminacni schopnost)
 senzitivita 92,9 %

« specificita 52,4 %

« spravna klasifikace 75,5 % pacientu.

Nutné je ovéreni na vétSich a rliznorodéjSich souborech pacientd.

Vyhoda testu: jednoduchy protokol, jen 1 ml periferni krve, pritokovy
cytometr a ....

Flow TB assay predstavuje slibny doplnék ke stavajicim diagnostickym
metodam.



LEGENDplex™ - Multi-Analyte Flow Assay Kit

[ Aktivované imunitni buriky v plné krvi ]

Nil TB1 B2 Mitogen ESAT-6 / CFP-10 () S
(negativni | | (ESAT-6 + CFP-10)| |(ESAT-6+ CFP-10) | (pozitivni gy b °,% 0 IFN-y
kontrola) (CD4+ odpovéd) | | (CD8+ odpovéd) kontrola) P g B e® ol e TNF-a
2 D8+ odp et e, L2
ﬂ 0 "
D\, ° oo  IFNy
3 5 CD8+\\@ o4 TNF-a
é é é z Inkubace - Y mfocy 9:0 o L2
$ : 3 § 16-24hodin @t
§ § 'é § pfi37°C '
3 3 3 i @D
Monocyt/
A4 makrofag
ESAT-6 + CFP-10  ESAT6 + CFP-10 l

Produkce vSech cytokini v supernatantu
(méfeno pomoci LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay Kit)
I

( 3
e °, 0° [*] ~ ) F 9 (-} ] °o @ ] ) 00 @
o.o °o. °o o.. aoz 000 ogo o)a °°0 JJ‘) ..0 30: o°¢ ‘Juo
" P s . g Tt iT e g % %* % Sa ot d
VEGF  IL-10 EGF TNF-a IL-2 IL-5  GM-CSF  CXCL10  |EN.y IL-1B IL-6 CXCL9  TGF-p1
(IP-10) (MIG)

4

Profil viech antigen-specifickych cytokinovych odpovédi
po stimulaci ESAT-6 / CFP-10 (QuantiiFERON-TB Gold Plus)

Obrazek: MS Copilot Chat



Metodika

Obrazky: MS Copilot Chat

LEGENDplex™ TB Panel 1

Stanoveni extracelularnich cytokinii pomoci priatokové cytometrie

'R

Nil TB1 TB2 Mitogen
(negativni kontrola) (CD4+ odpovéd) (CD8+ odpovéd) (pezm\rm kontrola)
ESAT-6, CFP-10  ESAT-6, CFP-10

PRk R

Odbér plné krve

® Krev se odebere do specialnich
zkumavek s antigeny
(ESAT-6, CFP-10).

9 Inkubace a centrifugace
e Zkumavky se inkubuji 24 hodin
pri 376
® Po inkubaci se vzorky zcentrifuguji

a oddéli se plazma (supernatant). 24 h,37°C cgnmfugace Separace plazmy
Separace a redéni vzorki
e Ziskana plazma (supernatant) se pouzije »

pro stanoveni cytokind.
® \zorky se fedi dle ocekavané koncentrace Plazma Nafedény vzorek

(typicky 1:2 az 1:4) v Fedicim pufru (supernatant) (typicky 1:2 az 1:4)

uvedeném v navodu.

e Piprava smési mikro¢astic (beads)

® Promicha se smés mikro¢astic
(LEGENDplex™ TB Panel 1 Beads Mix)
dle navodu.

"R

ot Z . - . Beads Mix Detekéni Streptavidin-PE
e Pripravi se smés detekcnich protilatek (13-plex) protiléitky
a streptavidin-PE dle navodu.
Provedeni metody (filtr plate) / @
® Do jamek filtraéni desticky se pfidaji: A
- nafedéné vzorky (plazma) a standardy, (dlg :év%c;u

- smés mikrocastic (beads),

+ detekéni protilatky,

- streptavidin-PE. |
® Po inkubacich pfi pokojové teploté Pfidani vzorki,

v temnu (dle ndvodu) se desticka promyva ~ beads a reagencii

odsé&vanim ze spodni strany pomoci (filtr plate)

vakuové filtrace.

»

RT, tma

Promyti
(vakuova filtrace)

Mikrocastice (beads) Cytokiny
vV r o r S |
@ M&feni na pritokovém cytometru &) s ;3
® Analyzuji se vzorky na pritokovém ————— #1 ‘ ‘
cytometru Beckman Coulter DxFlex ‘ !
s pouzitim vhodného nastaveni DxFlex Bead D (AP0
dle ndvodu (detekce mikrocastic |
a PE signalu).
Priklad vysledkii (po odecteni Nil
o Vyhodnoceni vysledkii dwris ) ——
Pomoci softwaru LEGENDplex™ analyzujte g @ (CD4+ odpové)
data a stanovte koncentrace 13 cytokind. E T 0 (Tc%%+ adpovéd)
e Porovnejte odpovéd na antigeny (TB1, TB2) vin‘a’ 2 W Mitogen
s kontrolami. Hodnoty jsou uvedeny po 2 10" (pozitivni kontrola)

odecteni negativni kontroly (Nil). IFN-y TNF-a IL-2
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21823
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Méreni extracelularnich cytokinu
¥

BioLegend” LegendPlex™ Report

Predicted Concentration

Sample Specimen GM-CSF | CXCL10 CXCL9 | TGF-B1
Well Name Dil |Repl| Type |VEGF(A3)|IL-10 (A4)| EGF (A5) IFN-y (B4)|IL-1pB (B5)| IL-6 (B6)

[Sample1]Tube1.fcs co 1 Standard
[Sample13]Tube1.fcs co 2 | Standard
[Sample25]Tube1.fcs 1 1 | Standard 7/ B 262 215
[Sample37]Tube1.fcs C1 2 | Standard 4 . : - 293 2.52
[Sample49]Tube1.fcs c2 1 | Standard 25.96 9.22 12.91 10.95 9.75 20.29 9.71 10.02 10.96 10.04 9.14 20.10
[Sample61]Tube.fcs 2 2 | Standard 25.75 8.82 8.20 10.59 9.27 18.65 8.94 10.72 9.84 9.89 9.25 20.94
[Sample73]Tube1.fcs c3 1 Standard 98.15 41.52 37.45 41.01 51.67 88.02 38.27 41.87 41.44 42.44 44.56 22.983 87.11
[Sample85]Tube1.fcs 3 2 | Standard 86.81 34.72 82015 32.67 BT 64.76 34.13 33.06 31.07 30.77 33.63 18.925 58.80
[Sample2]Tube1.fcs Ca 1 Standard | 459.46 185.47 184.54 182.26 180.48 384.82 169.58 181.52 181.54 180.13 175.55 | 116.820 374.50
[Sample14]Tube1.fcs c4 2 | Standard | 360.82 151.90 147.65 134.99 125.02 276.79 163.98 142.53 141.44 147.17 148.56 | 114.821 288.33
[Sample26]Tube1.fcs cs 1 Standard | 1497.50 [ 598.03 633.48 634.30 654.27 | 1293.62 666.86 643.32 654.51 623.76 638.22 | 471.964 | 1296.14
[Sample38]Tube1.fcs €5 2 | Standard | 1546.87 | 686.33 658.93 676.65 605.36 | 1131.27 | 620.24 600.26 646.32 627.46 611.42 | 475.970 | 1209.57
[Sample50]Tube1.fcs c6 1 |Standard | 6526.40 | 2413.21 | 2645.58 | 2803.39 | 2977.27 | 5584.93 | 2219.98 | 2434.99 | 2388.55 | 2449.31 | 2482.29 | 1609.454 | 4801.45
[Sample62]Tube1.fcs Cé 2 | Standard | 6090.94 | 2048.72 | 2002.24 | 1913.48 4544.39 | 2404.48 | 2438.82 | 2337.23 | 2428.81 | 2370.67 [1647.189| 4839.00

[Sample74]Tube1.fcs c7 1 Standard |

[Sample86]Tube1.fcs C7 2 | Standard

[Sample3]Tube1 fcs [Sau’“g’e'f3]T 1] 1 | sample 2050.08 | 269.623
[Sample15]Tube.fcs [S?’TTE[ET M4 | 1 | sample | 6277 | 628 | 963 | 7208 | 266 194160 | 258.909
[Sample27]Tube.fcs [SaT“JEL‘?ﬂ 1 1 | sample | 141.20 537 | 17044 | 83.58 2.86 134853 | 252.613
[Sample39]TubeT.fcs [SE‘TTJ‘EL?Q] 1| 1 | sample | 139.40 | 498 | 15437 | 8049 | 281 1351.38 | 286.389
[Sample51]Tube.fcs [SaTTEi;S” 1| 1 | sample | 7396 | 474 | 11866 | 69.87 | 346 1208.73 | 250.478
[Sample63]Tube.fcs [SaT“JELiﬁal 1 [ 1 | sample | 6794 | 448 | 10500 6567 | 336 1112.33 | 254.360




Publikace, podpora

* Dolezalova K, Hadlova P, Ibrahimova M, Golias J, Baca L, Kopecka E, Sukholytka
M, Koziar Vasakova M. Flow cytometry-based method using diversity of cytokine
production differentiates between Mycobacterium tuberculosis infection and
disease. Tuberculosis (Edinb). 2024 Jul;147:102518.

* Dolezalova K, Golias J, Ibrahimova M, Baca L, Kopecka E, Hricikova I,
Rajnochova-Bloudickova S, Philipp T, Koziar Vasakova M. Refining cytokine
signatures: flow cytometry—based differentiation between TB infection and disease.
IJTLD Open 3(7): 421-427, Jul 2026.

Flow TB assay byl zapsan uzitny vzor ¢. 39387 a ochranna znamka u UPV.

Studie byla podpofena z programoveho
projektut MZ CR - RVO (Fakultni
Thomayerova nemocnice — FTN, 00064190) a
z programu Cooperatio, poskytovaného
Univerzitou Karlovou, védni oblast Internal
Disciplines, feSeného na Pneumologicke
klinice 1. LF UK a FTN.







TBI - laboratorni imunologickeé testy

QuantiFERON-TB Gold Plus

(IGRA — metoda ELISA)

il

Odbér piné krve

Krev se odebere do specialnich
zkumavek s antigenty
(ESAT-6, CFP-10).

Mitogen
(kontrola (CD4+ udpuvéd} (CD&*-odpovén’: (pozitivni
kontrola)

T-lymfocyt

Inkubace

Plna krev se inkubuje s antigeny.
Pokud jsou pfitomny pamétové
T-lymfocyty specifické pro

M. tuberculosis, uvalni interferon-y
(IFN-y) do plazmy.

|

Stanoveni IFN-y metodou ELISA
Z plazmy se zméfi koncentrace
IFN-y (imunoenzymaticka metoda

po stimulaci antigenem

@

@,
>
\0/ Uvolnény IFN-y

2]

3/

4

T-SPOT.TB

(IGRA - metoda ELISpot)

[ Periferni krev

Odbér krve
Krev se odebere do standardni
zkumavky (s heparinem).

|

Izolace mononukléarnich bunék
(PBMC)

Z krve se izoluji mononuklearni
buriky periferni krve (PBMC)
(centrifugace, separace).

PBMC
(lymfocyty, monocyty)

T-lymfocyt
Inkubace bunék s antigeny BRCEUKCHER.Y
Definovany pocet PBMC se inkubuje
v jamkéach s antigeny (ESAT-6, CFP-10).
T-lymfocyty produkujici IFN-y vytvofi Zachyceny IFN-y
na membrané jamky viditelné ,spoty”. Y Y Y Y/ na membrané jamky

|

o IFNy

ELISA).
y Vysledek (priklad
Vysledek yfe ek (pfiklad)
S Nil: 0,04 1U/ml
Kvantitativni koncentrace IFN-y e ]
(1U/ml) pro jednotlivé zkumavky e

(TB1, TB2, Nil, Mitogen).

Interpretace: pozitivni / negativni / neurgity.

Mitogen: 5,12 IU/ml
Interpretace: pozitivni

o

TB antigen Mitogen

(kontrola) (pozitivni) (kontrola)
Detekce a vyhodnoceni (ELISpot) 2,
Po inkubaci se spoty zobrazi
enzymatickou reakci a automaticky
se spocitaji. b

0 spoti 52 spotll 178 spotil
Vysledek Vysledek (priklad)

Nil: 0 SFC

Pocet IFN-y produkujicich bunék

(spot-forming cells, SFC) na 250 000 PBMC.

TB antigen: 52 SFC
Mitogen: 178 SFC

Interpretace: pozitivni / negativni / neurcity.
Interpretace: pozitivni

Hlavni charakteristiky Hlavni charakteristiky

* Metoda: ELISA (méfi mnoZstvi IFN-y) ¢ Metoda: ELISpot (méfi pocet bunék produkujicich IFN-y)

* Vy3etfuje se plna krev Z krve se izoluji PBMC

» Dva antigenni stimuly (TB1 — prevazné CD4+, TB2 — i CD8+) Vyuzivé pevny pocet bunék (obvykle 250 000 PBMC/jamku)
» Vysledek je kvantitativni (1U/ml) Vysledek je pocet spotil (SFC)

* Interpretace: pozitivni / negativni / neurcity Interpretace: pozitivni / negativni / neuréity

Obrazky: MS Copilot Chat



Tuberkuldéza - historie

*6 000 pr.n.l. — ndlez TB v kosternich ostatcich, jedno z nejstarsSi historicky dolozitelnych
onemocnéni

*460-370 pr.n.l. Hippokrates — termin phthisis = souchotiny, tbyté; kniha O epidemiich — prvni
presny klinicky popis TB (vykaSlavani krve, vleklou horecku, téZké no€ni poceni a extrémni
ztratu télesné hmotnosti)

* 1679 Sylvius - povaZzuje tuberkuly (uzliky v plicich) za skute¢né plvodce ftizy

*1800 ,bila smrt* — TB pfiCinou ¥4 vSech amrti v Evropé

1810 Bayle - uci, ze tuberkuly jsou specificka lokalni formace zpUsobujici specifickou nemoc.
* 1815 Laénnec - objevi stetoskop a zavede moderni fyzikalni diagnostiku

*1839 Schonlein — sjednotil terminologii a zavedl nazev onemocnéni tuberkul6za

* 1859 Brehmer - zahajuje moderni institucionalni IéCbu tuberkulézy

* 1865 Villemin - experimentalné prokazuje, Ze tuberkul6za je specificka infekce

* 1882 Koch — objevuj Kochova bacilu (bakterii Mycobacterium tuberculosis) — NP 1905
*1890 Koch — prfedstavil tuberkulin, glycerinovy extrakt tuberkulinového extraktu

*1895 Roentgen — objevil x-paprsky

*1907 Pirquet — predstavil kozni test pro dg tuberkulézy

*1921 Calmette a Guérin — poprvé pouzili vakcinu BCG, jedina dodnes

* 1943 Waksman — objevil streptomycin, prvni ATB pro |éCbu TB, ale velmi brzka rezistence — NP
1952

A Historical Chronology of Tuberculosis. JAMA. 1939;112(4):361.



Tuberkuldéza - slavné osobnosti

* Franz Kafka _(18_83—19242 — Jeden z nejvlivnéjsich spisovatell 20. stoleti podlehl tuberkul6ze hrtanu v sanatoriu v
rakouském Kierlingu. [1, 2]

* George Orwell (1903-1950) — Britsky autor kultovnich romanl 1984 a Farma zvifat bojoval s TBC dlouha léta a zemrel
na ni v Londyné. [1, 2]

* Anton Pavlovi¢ Cechov (1860-1904) — Slavny rusky dramatik a spisovatel byl sam lékafem, takze postup své nemoci
dokazal presné sledovat. [1, 2]

. Jlohzn Keats (1795-1821) — Jeden z hlavnich predstavitelt anglického romantismu zemfel v Rimé& v pouhych 25 letech.

* Sestry Brontéovy — Tato literarné mimoradné nadana rodina byla TBC doslova zdecimovana. Zemrela na ni Emily
Brontéova (autorka Na Vétrné hurce v roce 1848), jeji sestra Anne (1849) i jejich bratr Branwell (1848). [1, 2]

* Amedeo Modigliani (1884—-1920) — Italsky malif a sochar prosluly svymi portréty s charakteristicky protahlymi obliCeji.
Zil bohémskym Zivotem v Pafizi, coz jeho zdravi oslabené tuberkulézni meningitidou jesté zhorsilo.

* Aubrey Beardsley (1872-1898) — Genialni anglicky secesni ilustrator a pfedni predstavitel dekadence zemfel na TBC v
pouhych 25 letech.

* Frédéric-Auguste Bartholdi (1834—-1904) — Francouzsky sochat, ktery navrhl slavnou Sochu svobody v New Yorku. [1, 2,

* Frédéric Chopin (1810-1849) — Slavny polsky klavirni virtuos a skladatel trpél plicni chorobou vétSinu sveho dospélého
Zivota a zemrel v Pafrizi ve véku 39 let. )flﬁ)

* Carl Maria von Weber (1786-1826) — Némecky skladatel a priikopnik romantické opery (Carostielec) podlehl nemoci
béhem svého pobytu v Londyné. [1]

. 556io|v?nnri] B[?ttizs]ta Pergolesi (1710-1736) — Italsky barokni skladatel, autor slavného dila Stabat Mater, zemrel v pouhych
etech. [1,

* Karel HavliGek Borovsky (1821-1856) — Vyznamny Cesky spisovatel, novinar a satirik.

* Jifi Wolker (1900-1924) — Talentovany basnik, ktery svou tézkou nemoc a louceni se Zivotem emotivné popsal ve
svych basnich i ve vlastnim epitafu. Zemrel ve 23 letech.

* Karel Hlavacek (1874-1898) — Vyznacny Cesky dekadentni basnik a vytvarnik zemrel na TBC ve véku 23 let. [1, 2]

odkazy



vysledky

Pacienti Cytokiny Populace Stimulace | TBI (median [Q1-Q3]) TB (median [Q1-Q3]) p-value
Déti IL-10 CD4* TB1 0.0 [0.0-0.0] 0.0 [0.0-0.0] 0.478
CD4+* TB2 0.0 [0.0-2271.5] 0.0 [0.0-0.0] 0.483
CD8* TB1 635.8 [0.0-4938.8] 660.0 [172.4-5378.0] 0.825
CD8+ TB2 385.6 [0.0-21166.0] 2514.4 [1526.0-7103.3] 0.509
IL-2 CD4+ TB1 131.7 [0.0-530.6] 269.6 [85.2-666.2] 0.155
CD4+* TB2 155.4 [0.0-383.6] 425.2 [71.6-895.5] 0.080
CcD8* TB1 0.0 [0.0-331.4] 167.1 [0.0-378.0] 0.379
CD8* TB2 137.2 [0.0-403.2] 131.4 [0.0-240.8] 0.796
TNF-a CD4+ TB1 11632.8 [2620.8-35120.4] 25359.5 [11373.0-39495.9] 0.174
CD4+* TB2 11629.1 [1844.5-30782.4] 27439.8 [10454.5-42844.3] 0.073
CD8* TB1 1761.2 [0.0-11278.8] 11218.9 [1696.5-27820.8] 0.055
CD8* TB2 2227.4 [600.0-12831.6] 12765.2 [5861.5-37720.8] 0.038
IFN-g CD4+ TB1 186.8 [0.0-658.4] 259.0 [0.0-850.4] 0.643
CD4+ TB2 0.0 [0.0-177.6] 180.2 [0.0-704.7] 0.060
CcD8* TB1 0.0 [0.0-331.4] 33.6 [0.0-270.0] 0.893
CD8* TB2 0.0 [0.0-98.8] 0.0 [0.0-285.0] 0.637
Dospéli IL-10 CD4+ TB1 0.0[0.0-870.7] 0.0[0.0-0.0] 0.040
CD4+ TB2 403.9 [0.0-1229.5] 0.0 [0.0-0.0] 0.002
CD8* TB1 4037.0 [256.3-10279.3] 371.2 [31.4-729.6] 0.100
CD8+ TB2 3080 [183.2-8922.2] 561.0 [0.0-954.8] 0.148
IL-2 CcD4* TB1 0.0 [0.0-160.9] 59.6 [0.0-307.4] 0.376
CD4+* TB2 0.0 [0.0-70.2] 104.4 [22.7-390.6] 0.040
CD8* TB1 23.3[0.0-209.2] 95.5 [0.0-401.8] 0.303
CD8+ TB2 23.3[0.0-156.9] 234.3 [0.0-606.6] 0.107
TNF-a CD4+ TB1 13363.5 [743.4-47446.5] 20739.1 [0.0-54542.6] 0.646
CD4+ TB2 211.5 [0.0-27662.4] 646.8 [0.0-14979.8] 0.659
CD8* TB1 2296.8 [0.0-20920.0] 13775.0 [781.4-62454.2] 0.052
CD8+ TB2 0.0 [0.0-18148.1] 3562.4 [0.0-18115.7] 0.267
IEN-g CcD4* TB1 90.6 [0.0-286.8] 37.5[0.0-221.3] 0.278
CD4+* TB2 197.7 [0.0-459.0] 0.0 [0.0-225.2] 0.190
CD8* TB1 36.7[0.0-146.1] 10.3[0.0-123.1] 0.757
CD8* TB2 34.0 [0.0-203.0] 30.8 [0.0-148.9] 0.933
Immunocompromised Immunocompetent
(median [Q1-03]) (median [Q1-0Q3])
Imunodeficience IL-10 CD4* TB1 354.0 (0.0-2482.0) 639.2 (15.2-4227.8) 0.580
CD4+ TB2 708.0 (153.0-8386.0) 1256.4 (0.0-2956.5) 0.871
CcD8* TB1 16.0 (0.0-178.0) 19.0 (0.0-67.7) 0.946
CD8* TB2 48.0 (0.0-150.5) 30.4 (0.0-159,0) 0.843
IL-2 CD4+ TB1 0.0 (0.0-0.0) 44.9 (0.0-224.6) 0.018
CD4+ TB2 70.0 (0.0-203.0) 53.2 (0.0-375.6) 0,648
CD8* TB1 173.5 (135.0-193.5) 82.6 (0.0-334.4) 0.303
CD8* TB2 87.5 (0.0-161.3) 114.6 (0.0-495.6) 0.499
TNF-a CcD4* TB1 0.0 (0.0-801.0) 17377.2 (0.0-51306.4) 0.012
CD4+* TB2 0.0 (0.0-1648.5) 211.5 (0.0-18669.0) 0.258
CD8* TB1 0.0 (0.0-110.0) 8242.0 (0.0-36932.6) 0.008
CD8+ TB2 0.0 (0.0-1976.0) 1017.9 (0.0-18148.1) 0.113
IFN-g CD4+ TB1 102.0 (0.0-313.0) 83.9 (0.0-236.1) 0.834
CD4+* TB2 0.0 (0.0-371.5) 44.9 (0.0-265.2) 0.758
CcD8* TB1 0.0 (0.0-88.0) 35.8 (0.0-131.6) 0.432
CD8* TB2 0.0 (0.0-187.0) 32.3 (0.0-203.0) 0.465




Role cytokinu v TB a
TRI

Immune response against Mycobacterium tuberculosis (Use of image with permission of the author Resti Yudhawati, CC BY-NC-SA 4.0)



Tuberkuléza - M. tuberculosis komplex

* Netuberkul6zni mykobacteria (NTM) - enviromentalni: M. kansasii, M. marinum, M. szulgai, M. flavescens, M.
gordonae

* Mbt komplex: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti

* TST, ktery se provadi technikou podle Mantouxe, purifikovany proteinovy derivat (PPD), hypersenzitivni reakce
pozdniho typu dostavuje béhem 48 az 72 hodin

* BCG: My. bovis (bacillus Calmette-Guérin, BCG)

* QF: ESAT a CFP obsazeny v M. tuberculosis, M. marinum, M. kansasii, M. szulgai a M. flavescens; zkfizena
reakce s M. leprae?

zkumavky na antigen TBC 1 (TB1) a zkumavku na antigen TBC 2 (TB2). Obé zkumavky obsahuji peptidove
antigeny z antigenll asociovanych s komplexem MTB, ESAT-6 a CFP-10, které jsou uréeny k vyvolani bunééné
zprostiedkovanych imunitnich odpoveédi u pomocnych CD4+ T lymfocytd. Zkumavka TB2 obsahuje dodatecnou
soupravu peptidii zaméfenych na vyvolani odpovédi CMI u CD8+ cytotoxickych T lymfocytd.

* T-spot: ESAT a CFP obsazeny v M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, M. marinum a M. gordonae
TB specifické antigeny — panel A (ESAT-6) a panel B (CFP10) = 2 zkumavky

odkazy
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